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RESUMEN: Con el objetivo de comparar un ELISA indirecto elaborado a partir de Leptospira biflexa
serogrupo Semaranga serovar Patoc, con la técnica de aglutinación microscópica (de su sigla en inglés MAT)
en el diagnóstico serológico de la leptospirosis canina, se utilizaron 77 muestras de suero sanguíneo de caninos
con sospecha de leptospirosis (Grupo 1) y 84 muestras de animales aparentemente sanos (Grupo 2), los cuales
fueron investigados simultáneamente por el ensayo inmunoenzimático y por la técnica de aglutinación
microscópica (MAT). Los valores de prevalencia obtenidos por el MAT y el ELISA, así como entre ambos
grupos no mostraron diferencias significativas, lo que indica la coincidencia entre ambos métodos y la existencia
de una amplia circulación de cepas de leptospiras en animales clínicamente sanos. Los serovares más frecuentes
fueron Canicola e Icterohaemorrhagiae en el Grupo 1 y Canicola y Ballum en el Grupo 2. La técnica de
ELISA indirecto en ambos grupos mostró una coincidencia con el MAT de 92.2% y 91.6% respectivamente.
El ELISA evaluado mostró una sensibilidad relativa de 92,8% y una especificidad relativa de 91,8%, en el
Grupo 1 y de 90,3% y 92,4% en el Grupo 2. El Coeficiente Kappa fue similar en ambos grupos (0,8) confirmando
la concordancia entre ambas técnicas. Por los resultados obtenidos se recomienda continuar el desarrollo  de
este ELISA con el fin de utilizarlo en el diagnóstico de la leptospirosis canina.
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Comparison between an enzyme-linked immunosorbent assay and the microscopic agglutination
test for the detection of leptospiral antibodies in dogs
ABSTRACT: In order to compare an indirect ELISA with the use of antigen derivated from Leptospira
biflexa Semaranga serogroup, serovar Patoc and microscopic agglutination test (MAT) in the serological
diagnosis of canine leptospirosis, 77 samples of blood serum from dogs with suspected leptospirosis (Group 1)
and 84 samples from apparently healthy animals (Group 2) were used. They were simultaneously researched
by the enzyme immunoassay technique and microscopic agglutination test (MAT). Prevalence values obtained
by MAT and ELISA, and between the two groups, showed no significant differences indicating coincidence
between the two methods and the existence of a widespread circulation of leptospire strains in clinically healthy
animals. The most frequent serovars were Canicola and Icterohaemorrhagiae in Grupo 1 and Canicola
and Ballum in Group 2. The indirect ELISA in both groups showed full coincidence with MAT, 92,2% and
91,6% respectively. The ELISA evaluated showed a relative sensitivity of 92,8% and a relative specificity of
91,8% in Group 1, and 90,3% and 92.4% in Group 2 respectively. Kappa coefficient was similar in both groups
(0,8) confirming correlation between the two techniques. From the results obtained, it is recommended to continue
this development with the use this ELISA in the diagnosis of canine leptospirosis.
Key words: canine leptospirosis, serological diagnosis, ELISA, MAT.
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INTRODUCCIÓN
La leptospirosis es una zoonosis que se encuentra
en todos los continentes y afecta a casi todos los paí-
ses con una gran incidencia en áreas tropicales y
subtropicales, cuyo agente etiológico es Leptospira
interrogans sensu lato. En zonas de clima templado
es posible encontrarla en las estaciones de verano e
inicio de otoño. En los últimos años la epidemiología
de la leptospirosis ha sufrido cambios relacionados con
las variaciones del ecosistema urbano, provocados por
desastres naturales (1,2). Actualmente es considera-
da en varios países, una enfermedad reemergente (3).
Los estudios en Cuba sobre la aparición de brotes
de la enfermedad están muy relacionados a su condi-
ción de país tropical y regimen de lluvia en determina-
da época del año, influenciada por  factores de riesgo
como la labor temporal o permanente en tareas agríco-
las y la crianza y tenencia de animales domésticos en
terrenos húmedos con alta infestación de roedores (4).
Soca et al. (5) señalan a la leptospirosis como la
enfermedad de mayor impacto tanto en el sector
poblacional como animal, identificando a los caninos
asociados a estos sucesos como los principales ani-
males transmisores de la enfermedad.
El perro actúa como un potencial diseminador de
esta enfermedad ya que mantiene una estrecha rela-
ción con el hombre, y al mismo tiempo con otros ani-
males tanto domésticos como salvajes (6).  A pesar de
su importancia, la leptospirosis canina frecuentemen-
te es subdiagnosticada (7).
Debido a que las manifestaciones clínicas de la
leptospirosis varían en tipo y gravedad, tanto en el hom-
bre como en animales, es casi imposible la confirma-
ción de la infección por la clínica solamente (8). Es por
ello, que el diagnóstico de la leptospirosis se realiza
mediante análisis serológicos y bacteriológicos, lo que
ha permitido aislar y conocer los serovares que más
circulan, hasta obtener cepas vacunales y sueros
hiperinmunes. El aislamiento del organismo infectante
es la mejor manera de establecer el diagnóstico defini-
tivo, pero la obtención de cultivos positivos puede de-
morar más de 12 semanas y algunos serovares  son
extremadamente difíciles de aislar (9).
En Cuba, está normado el envío de muestras de san-
gre de animales con síntomas y signos de leptospirosis
a la Red de Laboratorios y se emplea  para el diagnós-
tico  la técnica de aglutinación microscópica (MAT), la
cual utiliza antígenos vivos (10) y es la prueba estándar
recomendada por la  Organización Mundial de Sanidad
Animal (11). Esta técnica presenta varias desventajas:
requiere de la utilización de varios serovares de
leptospiras en fase exponencial de crecimiento (culti-
vos de 4 a 14 días), lo que causa problemas en la
estandarización y constituye un riesgo para el perso-
nal, además necesita de un operario altamente capaci-
tado para la interpretación de los resultados.
La técnica ELISA puede emplearse como prueba
tamiz para evaluar el estado inmunológico de una gran
cantidad de sueros de animales, es más rápida y me-
nos compleja en su ejecución y capaz de reafirmar la
sospecha clínica y epidemiológica de la enfermedad (12).
Se han realizado estudios para el diagnóstico serológico
de la leptospirosis, mediante procedimientos
inmunoenzimáticos como el ELISA en sus diversas va-
riantes, que incluyen antígenos recombinantes y se han
evaluado comparándolos con el MAT (13), con resulta-
dos variables en dependencia de la cepa utilizada o
antígeno utilizado. Acha et al. (14) refieren el empleo por
Faine en 1982 de antígeno de la cepa Patoc de una
leptospira saprófita (L. biflexa) en la técnica de aglutina-
ción en placa como prueba género-específica para el
diagnóstico de la leptospirosis en animales de preferen-
cia  en el período agudo de la enfermedad.
Este trabajo tiene como objetivo evaluar un ELISA
con la utilización de un antígeno de L. biflexa serogrupo
Semaranga, serovar Patoc para detectar anticuerpos
antileptospirales en sueros sanguíneos de caninos con
sospecha de leptospirosis y caninos aparentemente
sanos.
MATERIALES Y MÉTODOS
Se analizaron 77 sueros  de caninos con sospecha
de leptospirosis por sus síntomas clínicos,  proceden-
tes de  las Clínicas Veterinarias (Grupo 1) y enviados
al Centro Nacional de Epizootiología, Diagnóstico e
Investigación (CENEDI) y 84 muestras de animales
aparentemente sanos procedentes de un asilo canino
de la provincia Mayabeque que habían sido recogidos
en la vía pública (Grupo 2).
Todas las muestras de sangre se colectaron  de la
vena radial. La sangre se dejó coagular  y después se
centrifugó para obtener el suero, que se conservó en
congelación en viales identificados, hasta su procesa-
miento.
Procedimiento de las Técnicas
a) Microaglutinación (MAT).
Todas las determinaciones se realizaron en el
CENEDI de acuerdo con la Norma Ramal Leptospirosis.
(1994). Diagnóstico de Laboratorio. Rectificación.
NRAG-673 (9).Se emplearon los serovares Canicola,
Icterohaemorrhagiae, Pomona y Australis.
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b) ELISA (Indirecto).
El antígeno empleado para la identificación por
ELISA de anticuerpos en los sueros se obtuvo a partir
de L. biflexa serogrupo Semaranga, serovar Patoc ob-
tenida, purificada y certificada en el Centro Nacional
de Epizootiología, Diagnóstico e  Investigaciones
(CENEDI). Para obtener el antígeno, la cepa fue
inactivada con formaldehído al 1%, lavada y
centrifugada. La suspensión se sometió a tratamiento
ultrasónico, lavada con PBS y transferido a viales es-
tériles, conservados a 4oC. Se añadió a cada pocito
100 μL del antígeno L. biflexa serogrupo Semaranga,
serovar Patoc diluido 1/1024.
El sistema comprendió la adsorción inicial (sensi-
bilización) de un antígeno a una fase sólida. El antígeno
fue incubado en esta fase sólida o soporte sensibiliza-
do, seguido por la adición de 100 μL de la muestra e
igual cantidad de conjugado (proteína A peroxidasa)
diluido 1/1000 en solución de leche descremada al 1%.
Posteriormente se adicionó 100 μL del sustrato
(ortophenil-peróxido) y al revelarse la reacción enzima-
sustrato, se detuvo la reacción con 50μL de Solución
de Stock (Ácido Sulfúrico 2,5 N) y se realizó la lectura
con un Lector de Placas MultiScan a una longitud de
onda de 492 nm. Los excesos de inmunoreactivos en
cada paso del proceso descrito fueron eliminados me-
diante lavados con PBS. Se consideró positivo (+) cuan-
do el promedio de la lectura en los 2 pozos es superior
o igual que el punto de corte, (0.2) y negativo (-) cuan-
do el promedio está por debajo de ese valor, en una
dilución de 1/100.
Todas las determinaciones por la técnica ELISA fue-
ron realizadas en el Centro de Ingeniería Genética y
Biotecnología (CIGB) de acuerdo con los procedimien-
tos operacionales establecidos.
Procesamiento de los datos
Los resultados del estudio para cada grupo se
presentan por separado en Tablas de Contingencia
de 2 x 2. Fueron determinadas las variables sensibili-
dad, especificidad, valores predictivos positivos, nega-
tivos, las prevalencias verdadera y aparente y el Coefi-
ciente Kappa  mediante el programa WinEpiscope 2.0.
Los resultados obtenidos en ambos grupos se compa-
raron mediante la prueba de Chi cuadrado con un nivel
de significación del 95%, para lo cual se utilizó el pa-
quete estadístico EpiDat (Versión 3.1).
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
De los 77 animales investigados en el Grupo 1, 28
fueron positivos por MAT y 30 por ELISA , lo que confir-
ma lo planteado por varios autores (8, 9) relacionado
con la inespecificidad de los síntomas clínicos ya que a
pesar de que estos animales fueron llevados a las Clíni-
cas Veterinarias por sospecha de la enfermedad, la pre-
valencia verdadera aportada por el MAT resultó ser de
36,3%. Este valor fue similar a la prevalencia aparente
encontrada con el ELISA que fue de 38,9%. Por otra
parte, en animales aparentemente sanos (Grupo 2)  la
prevalencia verdadera y aparente fueron similares (36,9%
y 38,1%, respectivamente) lo que indica, la concordan-
cia entre ambos métodos y la existencia de una amplia
circulación de cepas de leptospiras en animales
clínicamente sanos. Estos resultados son similares a
los encontrados en Yucatán, México (35%) en perros
recogidos en la calle (14); superiores al 7,3% reportado
en el sur de China (16), 4,7% en Sudáfrica (17), 7,05
%en Brasil (18) e inferiores al 100% reportado en Aragua,
Venezuela (19). Estas diferencias pueden ser atribui-
das a varios factores como son: uso de diferentes méto-
dos de diagnóstico, tamaño de muestras, tipo de pobla-
ciones caninas y condiciones climáticas.
En los sueros de caninos del Grupo 1, fueron iden-
tificados con el MAT, L. Ballum en 12 muestras (17%),
y L. Canicola en 12 muestras (17%) y en menor pro-
porción  Icterohaemorrhagiae, Pomona y Australis. En
el Grupo 2 predominó, al igual que en el Grupo 1, L
Canicola, con 15 muestras (13%) y a diferencia del
anterior en este grupo se identificó L. Pomona, en 9
muestras (8%) y en el resto casos aislados de L.
Australis, Ballum e Icterohaemorrhagiae.
Resultados similares fueron obtenidos por  Duarte
(20) al reportar la identificación mediante el empleo del
MAT de los serovares antes mencionados como los más
frecuentes en nuestro país. Es de destacar la presencia
en la población canina de L. ballum en el 17% de las
muestras y su circulación en los animales procedentes
de las clínicas caninas; debemos considerar que este
serovars no está incluido en la vacuna que se comercia-
liza en el país. Cambios en los serovares de Leptospira
han sido reportados en varios países, lo que ha motiva-
do la propuesta de inclusión de estos en la composi-
ción de las vacunas utilizadas (3, 21).
La técnica de ELISA indirecto en las muestras de
suero de los animales procedentes de las clínicas ve-
terinarias, mostró coincidencia como verdaderos posi-
tivos en 26 sueros y en 45 como verdaderos negativos,
para  un total de 71 resultados coincidentes (Tabla 1)
de los 77 sueros analizados (92,2%).
Resultados similares fueron obtenidos por este mé-
todo en los caninos aparentemente sanos, al mostrar
a 28 sueros como verdaderos positivos y 49 como ver-
daderos negativos (Tabla 2), para  un total de 77 resul-
tados coincidentes  (91,6%).
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Dos  y cuatro muestras respectivamente resultaron
positivas al MAT y negativas al ELISA en los Grupos 1
y 2, respectivamente, lo cual puede ser debido a fal-
sos negativos del ELISA o falsos positivos al MAT.
Las cuatro muestras negativas por MAT, que resul-
taron reactivas al ELISA en ambas poblaciones, po-
drían constituir falsos positivos de esta técnica por de-
tección de anticuerpos inespecíficos, o bien, deberse
a una mayor sensibilidad de esta técnica respecto a la
MAT, ya que el ELISA es capaz de detectar anticuerpos
aglutinantes y no aglutinantes (22), estos últimos han
sido identificados en caninos en las etapas tempranas
de la infección (23), además, debido a la naturaleza de
la prueba, un ensayo de aglutinación, requiere cierta
cantidad de anticuerpos de  superficie para que los
grumos de bacterias puedan ser visualizados con el
microscopio de campo oscuro (24).
Debido a lo anteriormente expuesto, resultados
discordantes han sido obtenidos entre diferentes labo-
ratorios, en caninos recientemente vacunados y en ca-
sos de leptospirosis clínica  y dentro de un mismo indi-
viduo los resultados pueden variar con el tiempo en de-
pendencia de la etapa de desarrollo de la infección (25).
El ELISA en las condiciones de este estudio mos-
tró una sensibilidad relativa de 92,8% y una especifici-
dad relativa de 91,8%, en animales con sospecha clí-
nica de la enfermedad y una sensibilidad de 90,3% y
una especificidad  de 92,4%  en animales sanos, al
ser comparado con la técnica de MAT,  lo que lo hace
de valor en el diagnóstico de la enfermedad en esta
especie (Tabla 3).  El Coeficiente Kappa (0,80) eviden-
ció la concordancia entre ambas técnicas. El análisis
comparativo entre ambos grupos no mostró diferen-
cias significativas.
Los resultados del ELISA pueden varíar en depen-
dencia del antígeno utilizado. Varios ensayos con cé-
lulas completas que utilizan diferentes serovares  han
sido desarrollados con resultados satisfactorios, al ser
evaluados en varias especies animales, así un ELISA,
que utiliza  como antígeno el extracto sonicado de un
cultivo serovar Hardjo (cepa Hardjoprajitno) fue evalua-
do en bovinos, la sensibilidad del ELISA frente a MAT
fue de 99,4% y la especificidad de 96,1% con un coefi-
ciente kappa de 0,96 (26).  Un ELISA indirecto en cani-
nos elaborado a partir de Leptospira interrogans serovar
Pomona obtuvo una sensibilidad relativa de 95,6% y
una especifidad de 100% (23). En los últimos años se
han desarrollado técnicas ELISA a partir de proteínas
recombinantes como antígenos (OmpL1, LipL32,
LipL36) con resultados variables en dependencia de la
proteína utilizada (27,28,29).
El empleo del antígeno del serovar Patoc del
serogrupo Semaranga empleado en este estudio fue
capaz de reaccionar con los anticuerpos presentes en
TABLA 1. Resultados del análisis de las muestras de 
suero de caninos provenientes de las clínicas 
veterinarias (Grupo 1)./ Result of dog blood serum 
samples from veterinary clinics (Group 1). 
 
 MAT 
ELISA + - Total 
+ 26 4 30 
- 2 45 47 
Total 28 49 77 
 
TABLA 2. Resultados del análisis de las muestrasde 
sueros de cánidos provenientes del Asilo Canino (Grupo 
2)./ Result of dog blood serum simples from the canine 
asylum (Group 2). 
 
 MAT 
ELISA + - Total 
+ 28 4 32 
- 3 49 52 
Total 31 53 84 
 
TABLA 3. Resultados comparativos del ELISA indirecto/MAT en caninos  con sospecha de leptospirosis (Grupo 1) y 
sanos (Grupo 2)./ Comparative results of indirect ELISA/MAT in dogs with leptospirosis suspicion (Group 1) and 
healthy animals (Group 2).  
 
 Grupo 1 IC Grupo 2 IC 
Sensibilidad  92,8% 83,3-100 90,3% 79,9-100 
Especificidad  91,8% 84,2-99,5 92,4% 85,3-99,5 
Valor predictivo positivo 86,6% 74,5-99,8 87,5% 76,0-98,9 
Valor predictivo negativo 95,7% 89,9-100 94,2% 87,9-100 
Coeficiente Kappa 0,8  0,79  
IC: Intervalo de confianza 
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el suero, indicando la efectividad de la cepa para el
diagnóstico serológico en poblaciones caninas. Resul-
tados similares fueron obtenidos por otros autores al
emplear este cepa en ensayos en el diagnóstico de
leptospirosis humana (30). Se recomienda continuar
el desarrollo  y evaluación de este ELISA con el fin de
incluirlo en el algoritmo diagnóstico de la leptospirosis
canina.
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